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学位論文題目 ヒトアデニレートキナーゼの活性部位に関する蛋白質工学的研究
勲武川西北今湖町授劃授住教訓測教口回目委査審文一論
教授岩田宙造 教授富田研一
論文内容の要旨
アデニレートキナーゼは生物界に広く分布する酵素で，アデニンヌクレオチドのすみやかな動的平衡を
保つことにより，細胞内ATPの生産系と利用系のバランスを保つ，重要な役割を果している。細胞質ア
デニレートキナーゼ (EC 2. 7. 4. 3. , AK 1 )は 1 9 4 残基のアミノ酸からなる，分子量 21700 ダルト
ンのもっとも小型のリン酸転移酵素として知られている。
AK1 はMg2+の存在下，つぎのリン酸転移反応を可逆的に触媒するロ
MgATp2-+ AMp2ーご MgADP- + ADp3-
基質であるMgATP (あるいはMgADP) と AMP (あるいは ADP) はそれぞれ異なる所に結合する。
すなわち， AK 1 は 2 つのヌクレオチドの結合部位を持っている。しかし， AKと基質の複合体のX線結
晶解析が為されておらず， X線結晶解析と NMRの結果から推定されている基質結合部位は一致していな
い。基質結合部位を明らかlとするため，幅広い研究が為されてきたが，現在までのところ，統一的な結論
は得られていない。本研究では，遺伝子操作の方法でヒト筋肉アデニレートキナーゼ( hAK 1 )及びそ
の変換体を調製し，構造活性相関を調べ，触媒部位及び基質結合部位の同定を行った。
I 組換えヒト筋肉型アデニレートキナーゼ (hAK 1) 及びその変換体の作成
ヒト筋肉アデニレートキナーゼのアミノ酸配列をもとに，全長 5 9 6塩基対の人工遺伝子を設計し，
化学合成したデオキシオリゴヌクレオチドを酵素的に結合させ，遺伝子を合成した。それを trpプロモ
ーターを持つ発現ベクターに組込み，直接発現させるプラスミド( pAK) を作製した。また，変換体
遺伝子はカセット変異法もしくはオリゴヌクレオチドを用いた部位特異的変異導入法で作製した。目的
とする蛋白質は， pAKを含んだ大腸菌をM9-casàmÍllO acid 培地で trp プロモーターの誘導を
? ?F同U
円。
かけ 2 4 時間培養し，集菌後，破砕した大腸菌の可溶性画分を Phosphocellulose と Sephadex G-
7 5 の 2 段階のカラムクロマトグラフィーにかける乙とにより精製し 1 L の培養液から 25-35mg
の蛋白質を得た。
H アデニレートキナーゼの基質結合部位の同定
リン酸転移酵素の場合，リン酸基の結合部位は触媒部位でもある乙とに着目し，化学修飾実験から予
測された活性部位の残基， x線結晶解析から示唆された活性部位の残基，およびNMR解析から推定さ
れた活性部位の残基について，単アミノ酸残基置換効果を調べた。
1. 化学修飾から予想された活性部位残基 (Tyr-95 および Arg -9η の変換
Tyr-9 5 を Phe'ζ， Arg-9 7 を Ala にそれぞれ置換した変換体酵素， Y95FhAKl と
R97AhAK1 を作成した。各変換体の反応速度定数を測定した結果，両変換体とも基質に対する親
和性 (Km ) は天然型に比べ大きい変化はない杭変化の幅はむしろ AMPの方が大きかった。この結
果から， Tyr-95 と Arg-9 7 は ATP を認識する残基ではなく，むしろ AMP'C関係している可
能性が示唆された。さらに， R 9 7 AhAK1 の酵素活性は天然型の約 15ぢに低下していることから
Arg-97 は酵素活性に重要な残基であるが，必須な残基ではない乙とが示唆された。また， Y 9 5 
FhAK1 の酵素活性は又然型とほぼ同じであった。
2. X線結晶解析から予想された活性部位残基 (Arg-44 ， 97 , 128 , 132 , 138 , 149) の
変換
X線結晶解析のモデルでは 44 ， 97 , 128 , 132 , 138 , 149 番目の Arg残基と ATP ある
いは AMP のリン酸基との相互作用が予想されている。そこで，各Argを AlalC置換し(R44 AhAK1 , 
R128AhAK l, R132AhAK1 , R138AhAK1 , R149AhAK1) ，反応速度定数を調べた。
Km品ÆP の変化は R 44AhAK1 は天然型の 44 倍， R 138 AhAK1 は 20 倍， R 149 AhAK1 は
1 8 倍， R 132 AhAK1 と R 12 8AhAK1 は 1 3 倍， 1 1 倍に大きくなった。また， R128AhAK1 
のKmMgATPは天然型の値の 26 倍， R 132 AhAK1 は 18 倍， R149 AhAK1 は 8倍に大きくなっ
たが， AMP'乙対する親和性がもっとも低かった R44AhAK1 と R 138 AhAK1 のI\nMgATPは天
然型とほぼ同程度であった。更に，触媒能 (kcat /JらJ を比べると R 138 AhAK1 , R149AhAKl, 
R 132 AhAKl の 3 つの変換体で、は天然型のkcat /I\n値の 10-4%になっていた。
3. NMR解析から予想された活性部位残基 (Asp-119) の変換
NMR解析による基質結合部位では， Asp-119 がMgATP のMg2+ と静電的相互作用によりリ
ン酸基の転移を魁媒する乙とが予想されていた。そ乙で， Asp-119 を Asn I乙置換した変換体
D 119 NhAK1 を作成しその性質を調べた結果，アミノ酸置換による基質の親和性と触媒能に大きな
変化は認められなかったo
以上の解析から今まで為された殆どの実験結果をうまく説明できるアデニレートキナーゼの新しい
基質結合部位を考えた。
国結論
1. ヒトの細胞質アデニレートキナーゼ (hAK1) をコードする鎖長 5 9 6 塩基対の人工遺伝子を合
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成し， また，天然型及びその変換体を大量に産生できる大腸菌における発現系を確立した。
2. アデニレートキナーゼの活性部位について，保存性の高いアルギニン残基のアラニン置換 (R44A，
R97A , R123A , R132A , R138A , R149AhAK1) により， Ar g -1 3 2 , Ar g -1 3 8, Ar g -
149 の 3 つの残基が酵素活性に必須である乙とを明らかにした。またArg-44 は AMP のアデニ
ンと糖部分を認識し， Arg-128 はATP の結合に関与する乙とを明らかにした口
3. 化学修飾から示唆されていたTyr-95 と Arg -97 は酵素活性に必須な残基ではないことを明らか
にした。また， NMR解析から予想されたAsp -119 のMg2+ と静電的相互作用による触媒作用は
見られなかった。
4. 以上の結果をもとに，従来の実験結果をも合理的に説明できるアデニレートキナーゼの新しい基質
結合部位モデルを提案した。
論文の審査結果の要旨
アデニレートキナーゼは，細胞内のATP の生産系と利用系のバランスを調節する重要な酵素で， ATP
結合蛋白質の典型例としても注目されている。
本論文では，まず人工遺伝子を合成して大腸菌によるヒト筋肉型アデニレートキナーゼの生産系を確立
し，次いで遺伝子の人工変異により部位特異的にアミノ酸残基を変換した酵素を作製し，その活性を調べ
ることにより，その基質結合部位および触媒に関与する残基を明らかにしている。本酵素のMgATPおよ
びAMP結合部位に関しては， X線結晶解析やNMR などによる多くの研究にもかかわらず，決定的な結
論が得られていなかったが，本研究 iとより乙れを確定する強力な証拠が得られ，新しいモデルが提示され
。
た
以上の成果は，薬学博士の学位請求論文として，充分価値のあるものと認められる。
? ?'hυ 向。
